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光谱学技术 (如紫外、荧光、圆二色等 )外 ,主要还有 X射线晶体衍射、溶液核磁共振及质谱技
术。
　　质谱作为一种分析方法 ,长期以来一直用于小分子化合物的结构分析。随着质谱软电离











　　我们在已有的科研基础上 ,将部分研究成果 [ 1 ]简化成一个简便、易行的化学生物学本科
教学实验 ———电喷雾质谱研究磷酰基对丙氨酸与溶菌酶分子间相互作用的影响。该实验在厦
门大学经过 2003级化学生物学专业 39位学生的教学实验验证 ,约有 96%的学生顺利完成 ,
收到了良好的教学效果。
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　　本实验以溶菌酶为模型蛋白 ,利用电喷雾质谱技术研究化学小分子 N 2酰化丙氨酸及丙氨
酸与溶菌酶的弱相互作用 ,观察磷酰基对丙氨酸与溶菌酶分子间弱相互作用的影响。
2　实验目的
　　 (1) 了解电喷雾质谱的工作原理 ; (2) 了解磷对生命体的意义 ; (3) 掌握电喷雾质谱研究
生物大分子与小分子相互作用的基本方法。
3　实验药品
　　丙氨酸 A la (M r = 89) ,磷酰化丙氨酸 D IPP2A la (M r = 253,有机磷试验室提供或按文献方
法 [ 2 ]制备 ) ,白蛋白溶菌酶 HEWL (M r = 14306) ,所用溶剂都为色谱纯。丙氨酸及磷酰化丙氨
















A la D IPP2A la
图 1　丙氨酸及磷酰化丙氨酸 D IPP2A la的结构
4　实验仪器
　　德国布鲁克道尔顿公司 ESI2ESQU IRE23000 p lus电喷雾离子阱质谱。
5　实验步骤
　　 ( 1 ) 用甲醇与水的混合溶液 (V ( CH3 OH ) : V ( H2 O ) = 1: 1 ) 配制待测 HEWL 溶液
(0. 026mmol·L - 1 ) , HEWL与 D IPP2A la的混合溶液 (HEWL 0. 026mmol·L - 1 , D IPP2A la 0. 78
mmol·L - 1 ) , HEWL与 A la的混合溶液 (HEWL 0. 026mmol·L - 1 , A la 0. 78mmol·L - 1 )。
　　 (2) 质谱条件设置 :毛细管温度 200℃;雾化气 31kPa;干燥气 7L /m in;扫描范围 1000～
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2500m / z;正离子模式 ;用流动注射泵进样 ,流速为 2μL /m in。Compound stability: 80% ; Aver2
age: 7; Rolling average: on, No. 22。
　　 (3) 分别对 3种待测样品溶液进行质谱检测。待总离子流稳定后 ,保存此时的扫描谱图 ,
最后利用仪器自带的数据分析软件进行数据分析 ,寻找 3张质谱图的差异。学生实验中获得
的 3张电喷雾质谱图如图 2所示。比较图 2中的 a、b、c,可以清楚地观察到 N 2磷酰化丙氨酸
与白蛋白溶菌酶形成弱相互作用复合物 ,而丙氨酸则不能。
图 2　白蛋白溶菌酶与 N 2磷酰化丙氨酸及丙氨酸的弱相互作用电喷雾质谱图
a)白蛋白溶菌酶的多电荷电喷雾质谱图 ; b)白蛋白溶菌酶与丙氨酸的弱相互作用电喷雾质谱图 ;
c)白蛋白溶菌酶与 N 2磷酰化丙氨酸的弱相互作用电喷雾质谱图
6　教学建议
　　 (1) 在进行本实验前 , 要求学生充分利用图书馆的网络资源 ,通过化学专业数据库 (如
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SciFinder Schloar、ACS美国化学学会数据库等 )查阅研究化学小分子与生物大分子的相互作
用方法及意义。
　　 (2) 关于化学小分子的选择 ,可以根据现有实验室条件自行选择那些方便、易得的样品。
例如 ,学生在有机化学基础实验中制备的乙酰苯胺 ,可以通过质谱技术研究其与蛋白质的弱相
互作用 [ 3 ]。
　　 (3) 实验成功与否的关键在于质谱仪器参数的调节。比如 ,若 Compound stability, Aver2
age, Rolling average几个参数设置不当 ,将会导致化学小分子与蛋白质的弱相互作用复合物解
离 ,从而观察不到所需质谱信息。
　　 (4) 实验需 3学时 (不包括 N 2磷酰化丙氨酸的合成 ) ,包括实验讲解、样品准备及上机测
试。每次上课 4人 , 2人一组进行样品准备及上机测试。
　　 (5) 实验完成后进行课堂讨论与总结 ,集体讨论以下 3个问题 : ①所得 3种样品溶液的
质谱图存在哪些差异 ? ②为什么电喷雾是一种软电离源 ? 它的工作原理是什么 ? 生物大分
子在电喷雾质谱中的表现形式是什么 ? ③电喷雾质谱与 MALD I2TOF2MS有何不同 ? 指导教
师可借此机会介绍另一种软电离质谱技术即 MALD I2TOF2MS,以拓宽学生的知识面。
参 　考 　文 　献
1　方美娟 ,骆淑娜 ,赵玉芬 ,等. 物理化学学报 , 2005, 21 (9) : 1042
2　J i G J, Xue C B, Zeng J N, et al. Syn thesis, 1988, 6: 444
3　俞天智 ,陶祖贻. 光谱学与光谱分析 , 1999, 13: 453
　
　(上接第 26页 )




心的综合能力和总体素质 ,而且随着课程建设的继续进行 ,经过师生的共同努力 ,目前存在的
一些问题也应该能得到解决。
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